































































































































































endocrino),	 avente	 forma	 allungata	 in	 senso	 trasversale	 ed	 appiattita	 in	 senso	




Dal	 punto	 di	 vista	 delle	 dimensioni	 e	 del	 peso,	 il	 pancreas	 è	 più	 sviluppato	





Per	 quanto	 riguarda	 la	 colorazione,	 allo	 stato	 di	 riposo	 si	 presenta	 bianco-
grigiastro,	mentre	durante	 la	digestione,	cioè	 in	periodo	di	attività,	assume	una	
colorazione	rosea.	


















§ Il	 corpo,	 leggermente	 obliquo	 dal	 basso	 verso	 l'alto,	 è	 disposto	
frontalmente	rispetto	all'aorta	e	alla	vena	cava.	In	sezione	si	presenta	in	





§ La	 coda,	 la	 porzione	più	 esile	 dell’organo,	 lunga	mediamente	2,5	 cm,	 si	
estende	fino	alla	faccia	gastrica	della	milza,	in	direzione	antero-superiore	
rispetto	alla	 testa.	La	parte	posteriore	è	 in	 rapporto	con	 il	 rene	sinistro,	













pancreatico-duodenali	 superiori	 (anteriore	 e	 posteriore)	 nascono	 come	 rami	
dell’arteria	 gastroduodenale,	 ramo	 dell’arteria	 celiaca.	 Le	 arterie	 pancreatico-
duodenali	 inferiori	 (anteriore	e	posteriore)	provengono	dall’arteria	mesenterica	
superiore.	 L’arteria	 splenica,	 invece,	 dà	 origine	 a	 numerosi	 piccoli	 rami	 ed	 in	
genere	 a	 tre	 grandi	 vasi:	 la	 pancreatica	 dorsale,	 la	 pancreatica	 magna	 e	 la	
pancreatica	 caudale.	 Il	 drenaggio	 venoso	 refluisce	 completamente	 nel	 sistema	
venoso	portale:	è	costituito	dalle	vene	pancreatiche	che	drenano	corpo	e	coda	e	
sboccano	nella	 vena	 splenica	e	dalle	 vene	pancreatico-duodenali	 che	 sboccano	





Il	 pancreas	 strutturalmente	è	 costituito	da	due	 ghiandole,	 compenetrate	 tra	di	
loro,	differenti	per	struttura	e	funzione.		Pertanto	si	tratta	nel	complesso	di	una	





l	pancreas	 esocrino	 è	 una	 ghiandola	 tubuloacinosa,	 suddivisa	 in	 due	 lobuli	 da	
sepimenti	connettivali	lassi	che	si	dipartono	dalla	sua	capsula	e	in	cui	decorrono	
i	vasi	sanguigni,	i	vasi	linfatici	e	i	nervi.	Ciascun	lobulo	pancreatico	è	suddiviso	in	





pancreatici	 prodotti	 dalla	 componente	 esocrina,	 sono	 riversati	 nel	 duodeno,	
attraverso	due	dotti	escretori:		






2) Dotto	 pancreatico	 accessorio,	 o	 dotto	 di	 Santorini:	 origina	 dal	 dotto	









dall’arrivo	 del	 chimo	 nel	 duodeno.	 Questo	 attiva	 la	 secrezione	 delle	 cellule	
enteroendocrine	 duodenali	 che	 immettono	 in	 circolo	 due	 ormoni:	 la	
colecistochinina	e	la	secretina.	La	prima	stimola	la	secrezione	dei	granuli	da	parte	
delle	 cellule	 acinose,	 la	 secretina	 agisce	 sulle	 cellule	 dei	 dotti	 intercalari	 che	
immettono	 acqua	 e	 bicarbonato	 nel	 lume	 del	 dotto.	 Gli	 ioni	 bicarbonato	 sono	
fondamentali	 per	 tamponare	 l'acidità	 del	 chimo	 proveniente	 dallo	 stomaco	 e	












• le	 cellule	 δ,	 più	 rare,	 producono	 somatostatina,	 che	 inibisce	 la	
produzione	sia	di	insulina	che	di	glucagone;	
• le	 cellule	 PP,	 presenti	 anch’esse	 in	 minore	 quantità,	 producono	
polipeptide	pancreatico;	
		 10	
• le	 cellule	 ε,	 le	 meno	 rappresentate	 (meno	 dell'1%	 delle	 cellule	








codifica	 per	 il	 preproglucagone	 nelle	 cellule	 α	 degli	 isolotti	 pancreatici.	 Il	
preproglucagone	 viene	 trasformato	 in	 proglucagone	 il	 quale	 viene	 scisso	 in	
glucagone	e	altri	peptidi	a	funzione	sconosciuta.		
Il	calo	della	glicemia	rappresenta	un	forte	stimolo	per	la	secrezione	di	glucagone.	
Il	 digiuno	prolungato	e	 in	 condizioni	 di	 un	esercizio	 fisico	 intenso	 si	 verifica	un	
aumento	della	sua	liberazione,	mentre	la	presenza	dell’insulina	e	di	elevati	livelli	
di	acidi	grassi	nel	circolo	sanguigno	la	influenzano	negativamente.	
Agendo	 come	 ormone	 antagonista	 dell'insulina,	 il	 glucagone	 svolge	 un	 ruolo	
fondamentale	 nel	 mantenimento	 dell'omeostasi	 del	 glucosio	 in	 vivo	 sia	 negli	









assunti.	 GLP-1	 regola	 l'assimilazione	 dei	 nutrienti	 attraverso	 l'inibizione	 dello	
svuotamento	gastrico	e	l'assunzione	di	cibo.	Inoltre	GLP-1	controlla	il	glucosio	nel	
sangue	 dopo	 l'assorbimento	 dei	 nutrienti	 attraverso	 la	 stimolazione	 della	
secrezione	 di	 insulina	 in	 modo	 glucosio-dipendente,	 la	 biosintesi	 di	 insulina	 e	
l'inibizione	della	secrezione	di	glucagone.	GLP-1	 riduce	 il	glucosio	nel	 sangue	 in	
soggetti	normali	e	in	pazienti	con	diabete	di	tipo	2.		













Tutti	 e	 tre	 i	 ponti	 disolfuro	 sono	 essenziali	 per	 il	mantenimento	 della	 corretta	
conformazione	tridimensionale	della	molecola,	necessaria	per	l’interazione	con	il	
recettore	 e	 la	 risposta	 dei	 tessuti	 bersaglio.	 La	 catena	 B	 contiene	 la	 sequenza	















presenza	 di	 particolari	 amminoacidi	 nella	 porzione	 centrale	 del	 peptide	 C	 che	

















un	 canale	 del	 K+	 ATP-sensibile	 formato	 da	 diverse	 subunità,	 in	 una	 delle	 quali	
vengono	a	legarsi	i	farmaci	ipoglicemizzanti	orali.	Il	glucosio	viene	metabolizzato	e	
produce	ATP,	cambia	il	rapporto	ATP/ADP	citoplasmatico	e	di	conseguenza	si	ha	
un’inibizione	 del	 canale	 K+	 ATP	 –sensibile,	 la	 membrana	 viene	 depolarizzata	
causando	 l’entrata	 degli	 ioni	 Ca++	 attraverso	 i	 canali	 Ca++	 voltaggio-dipendenti.	






dipendenti	 grazie	 all'interazione	 col	 suo	 recettore	 presente	 sulla	 membrana	
cellulare,	che	promuove	la	fosforilazione	su	tre	residui	di	tirosina	del	peptide	IRS-




sintasi-chinasi	 3	 (GSK3),	 responsabile	 dell'inattività	 della	 glicogeno-sintasi.	 Tale	
enzima,	stimolato	così	dall'insulina,	agevola	la	formazione	e	l'allungamento	delle	
molecole	di	glicogeno	nel	 fegato	e	nei	muscoli	 scheletrici	attraverso	 l'unione	di	
monomeri	 di	 glucosio.	 Allo	 stesso	 tempo	 riduce	 il	 processo	 di	 demolizione	 del	






• Fegato:	 sposta	 l’equilibrio	 tra	 glicolisi	 e	 gluconeogenesi	 a	 sfavore	 di	





inversa,	 ossia	 la	 degradazione	 del	 glicogeno.	 Inoltre	 stimola	 la	 sintesi	
proteica	e	ne	inibisce	il	catabolismo.	
• Tessuto	adiposo:	ha	un	effetto	di	riduzione	della	trigliceridemia;	stimola	il	
deposito	 degli	 acidi	 grassi	 liberi	 poiché	 ne	 facilita	 l’esterificazione	 a	
trigliceridi	 e	 il	 loro	 trasferimento	 all’interno	 delle	 cellule	 adipose.	

















nel	 sangue.	 Se	 le	 cellule	β	 non	 producono	 abbastanza	 insulina,	 o	 il	 corpo	 non	
risponde	all'insulina	che	è	presente,	il	glucosio	si	accumula	nel	sangue	invece	di	
essere	 assorbito	 dalle	 cellule	 del	 corpo,	 portando	 a	 prediabete	 o	 diabete.	 	 Il	
prediabete	è	una	condizione	in	cui	i	livelli	di	glucosio	nel	sangue	sono	più	alti	del	
normale,	ma	non	abbastanza	per	essere	diagnosticato	il	diabete.		













ultimi	 due	 decenni.	 In	 particolare	 il	 diabete	 mellito	 di	 tipo	 2	 (DMT2)	 sta	
aumentando	più	rapidamente	a	causa	dell’incremento	dell’obesità.	La	prevalenza	
è	simile	nei	maschi	e	nelle	femmine	in	quasi	tutte	le	fasce	d’età,	ma	è	leggermente	
maggiore	 negli	 uomini	 sopra	 i	 60	 anni.	 Esiste	 anche	 una	 notevole	 variabilità	
dell’incidenza	 sia	 per	 il	 DMT1	 che	 per	 il	 DMT2	 a	 seconda	 dell’area	 geografica,	
probabilmente	 legata	 a	 fattori	 genetici	 ed	 ambientali.	 Il	 diabete	 è	 una	 delle	





I	 due	 tipi	 principali	 di	 diabete	 sono	 il	 DMT1	 e	 DMT2.	 Un	 terzo	 tipo,	 chiamato	
diabete	gestazionale,	si	può	sviluppare	durante	la	gravidanza.	Altri	tipi	di	diabete	




























Il	 DMT1	 si	 verifica	 in	 genere	 nei	 bambini	 e	 nei	 giovani	 adulti,	 anche	 se	 può	
comparire	a	qualsiasi	età.	Per	questo	motivo	in	passato	è	stato	chiamato	diabete	
giovanile	o	diabete	mellito	insulino-dipendente.	(8)	
Il	 diabete	 autoimmune	 latente	 negli	 adulti	 (siglato	 LADA)	 è	 una	 sorta	 di	 lento	
sviluppo	del	diabete	di	tipo	1,	la	cui	diagnosi	di	solito	si	verifica	dopo	30	anni.	In	
LADA,	come	in	quello	di	tipo	1,	il	sistema	immunitario	del	corpo	distrugge	le	cellule	
β.	 Al	 momento	 della	 diagnosi,	 le	 persone	 con	 LADA	 sono	 in	 grado	 ancora	 di	




Molti	 geni	 e	 le	 interazioni	 tra	 di	 essi,	 possono	 influenzare	 la	 suscettibilità	 e	 la	
protezione	 dal	 DMT1.	 I	 geni	 chiave	 possono	 variare	 nei	 diversi	 gruppi	 della	
popolazione.		
Alcune	varianti	del	gene	che	codifica	per	proteine	chiamate	antigeni	dei	leucociti	
umani	 (HLA)	sulle	cellule	bianche	del	sangue	sono	 legati	al	 rischio	di	sviluppare	
DMT1.	 Le	 proteine	 prodotte	 dai	 geni	 HLA	 aiutano	 a	 determinare	 se	 il	 sistema	
immunitario	 riconosce	 una	 cellula	 come	 parte	 del	 corpo	 o	 come	 materiale	
estraneo.	 Alcune	 combinazioni	 di	 varianti	 del	 gene	 HLA	 prevedono	 che	 una	





















Questo	 tipo	 di	 diabete	 è	 detto	 non	 insulino-dipendente	 perché	 l’iniezione	 di	
insulina	esterna,	a	differenza	del	DMT1,	non	è	di	vitale	importanza.	










anziani	 che	 sono	 anche	 in	 sovrappeso	 o	 obesi.	 La	 malattia,	 una	 volta	 rara	 in	









La	 normale	 funzione	 delle	 cellule	 β	 dipende	 essenzialmente	 dall’integrità	 dei	
meccanismi	 che	 regolano	 la	 sintesi	 e	 il	 rilascio	 dell’insulina	 e	 dalla	 loro	massa	
complessiva.	Il	regolatore	più	importante	della	secrezione	insulinica	è	il	glucosio,	
anche	 se	 numerosi	 altri	 nutrienti,	 così	 come	 vari	 ormoni,	 neurotrasmettitori	 e	
farmaci	possono	influenzare	il	rilascio	dell’ormone.	(19)	(20)	
Il	 glucosio,	 dopo	 essere	 entrato	 nella	 cellula	 β	 a	 opera	 di	 specifici	 gluco-
trasportatori	 (in	 particolare	 il	 GLUT2	 e,	 nell’uomo,	 anche	 il	 GLUT1),	 viene	
fosforilato	dall’enzima	glucochinasi	e	avviato	lungo	la	cascata	glicolitica.	Il	piruvato	
che	ne	deriva	entra	nel	mitocondrio	e,	attraverso	il	ciclo	degli	acidi	tricarbossilici	e	
i	 successivi	eventi	a	 livello	della	 catena	 respiratoria	mitocondriale,	 si	 arriva	alla	
produzione	di	ATP.	L’aumento	del	rapporto	ATP/ADP	induce	la	chiusura,	a	livello	
della	 membrana	 cellulare,	 dei	 canali	 del	 K+	 ATP-dipendenti,	 cui	 conseguono	
depolarizzazione	 della	 membrana,	 apertura	 dei	 canali	 del	 calcio	 voltaggio	





seconda	 fase,	 più	 prolungata.	 Inoltre,	 la	 secrezione	 è	 pulsatile,	 con	 onde	
oscillatorie	della	durata	di	8-10	minuti	e	ampiezza	modulabile.	(19)	(20)	
Per	quanto	riguarda	la	massa	β-cellulare,	i	principali	meccanismi	che	la	regolano	
sono	 l’apoptosi	 (una	 particolare	 forma	 di	 morte	 cellulare	 programmata),	 le	




notevolmente,	 grazie	 a	 marcati	 fenomeni	 replicativi	 e	 di	 neogenesi.	 (21)	
Successivamente,	si	raggiunge	una	sorta	di	equilibrio	che	viene	poi	mantenuto,	di	
solito,	 durante	 la	 vita	 adulta.	 Con	 l’avanzare	 dell’età,	 i	 fenomeni	 apoptotici	
tendono	 a	 prevalere	 su	 quelli	 rigenerativi	 e	 la	 massa	 cellulare	 si	 riduce	
leggermente.	La	plasticità	delle	cellule	β	può	essere	apprezzata	in	alcune	situazioni	
fisiologiche	 o	 patologiche.	 Durante	 la	 gravidanza,	 per	 esempio,	 la	 massa	 β-
cellulare	 raddoppia	 per	 far	 fronte	 alle	 esigenze	metaboliche	 e	 ormonali.	 Ciò	 è	
sostanzialmente	 dovuto	 a	 fenomeni	 replicativi,	 mediati	 dalla	 prolattina	 e	 dal	





contribuiscono	all’insorgenza	e	 alla	 storia	 naturale,	 causando	 la	 riduzione	della	
funzione	e	della	sopravvivenza	delle	cellule	β.	
La	familiarità	e	la	predisposizione	genetica	condizionano	fortemente	lo	sviluppo	
del	quadro	 clinico;	questo	è	 vero	 sia	per	 l’insorgenza	della	 sindrome	 sia	per	 lo	
sviluppo	 delle	 complicanze.	 Tuttavia,	 la	 natura	 poligenica	 della	 malattia	 rende	
molto	difficile	l’identificazione	di	geni	specifici	in	grado	di	essere	considerati	con	
sicurezza	come	i	responsabili	dell’esordio	clinico.	Lo	studio	del	genoma	umano	ha	
contribuito	a	 individuare	 loci	genetici	di	 rischio	per	 lo	sviluppo	del	DMT2;	sono	
		 23	
stati	identificati	geni	che	concorrono	al	controllo	dello	sviluppo	e	della	funzione	




ha	 selezionato	 per	 vivere	 in	 condizioni	 di	 estrema	 carenza	 di	 cibo.	 In	 questi	
roditori,	 normalmente	 non	 diabetici,	 quando	 trasferiti	 dal	 deserto	 ai	 nostri	
laboratori,	 la	 dieta	 standard	 determina	 sviluppo	 del	 diabete.	 (84)	 Questo	 è	 un	
modello	di	interazione	geni/ambiente.	Tale	fenomeno	è	stato	osservato	anche	per	
l’uomo;	esempi	di	analisi	di	 flussi	migratori	e	 successive	 indagini	 in	popolazioni	
rimaste	 nelle	 terre	 di	 origine	 o	 trasferite	 in	 società	 occidentalizzate	 mostrano	
come	 lo	 stile	 di	 vita	 condizioni	 fortemente	 lo	 sviluppo	 di	 diabete	 e	 di	 obesità.	
Quindi,	la	sola	presenza	di	geni	candidati	allo	sviluppo	della	malattia,	almeno	per	









polimorfismo	hanno	ridotti	 livelli	di	 insulina	e	del	peptide	C	e	 le	β-cellule	con	 il	
polimorfismo	 hanno	 una	 quantità	minore	 di	 granuli	 di	 insulina	maturi,	 con	 un	
corrispondente	aumento	del	numero	dei	granuli	 immaturi.	 Inoltre,	 tali	β-cellule	






Più	 recentemente,	 è	 stato	 osservato	 che	 mutazioni	 puntiformi	 del	 gene	 che	
codifica	 per	 il	 fattore	 di	 trascrizione	 TCF7L2	 si	 associa	 a	 una	 diminuzione	 della	
secrezione	di	insulina.	(24)		
Inoltre	 i	 geni	 possono	 anche	 aumentare	 il	 rischio	 di	 diabete,	 aumentando	 la	
tendenza	di	una	persona	a	diventare	sovrappeso	o	obesi.	Una	teoria,	nota	come	
ipotesi	 "gene	 thrifty",	 suggerisce	 che	 alcuni	 geni	 aumentano	 l'efficienza	 del	
metabolismo	per	estrarre	energia	dal	cibo	e	immagazzinare	l'energia	per	un	uso	
successivo.	Nei	 tempi	moderni,	 tuttavia,	 quando	gli	 alimenti	 ad	 alto	 contenuto	
calorico	sono	abbondanti,	tale	caratteristica	può	favorire	l'obesità	e	il	DMT2.	
Tra	i	fattori	acquisiti,	la	glucotossicità	(dovuta	a	prolungata	esposizione	a	elevate	
concentrazioni	 di	 glucosio)	 e	 la	 lipotossicità	 (causata	 da	 eccessivi	 livelli	 di	 acidi	
grassi)	svolgono	un	ruolo	importante	nell’influenzare	la	sopravvivenza	delle	cellule	
β.	(25)	(26)	(27)	
Molti	 degli	 effetti	 delle	 elevate	 concentrazioni	 di	 glucosio	 sono	 mediati	 dalla	
produzione	 di	 radicali	 liberi	 dell’ossigeno,	 prodotti	 principalmente	 attraverso	 il	
















associava	 a	 una	diminuzione	dell’espressione	 genica	 di	 Bcl2,	 una	molecola	 con	
proprietà	antiapoptotiche.		
È	stato	successivamente	dimostrato	che	sarebbero	gli	acidi	grassi	saturi	a	 lunga	








• Chetoacidosi	 diabetica	 (CAD):	 generalmente	 si	 manifesta	 in	 individui	
affetti	 da	 DMT1,	 i	 sintomi	 si	 sviluppano	 nell’arco	 delle	 24	 ore	 e	 sono	




come	 glucagone,	 cortisolo,	 ormone	 della	 crescita	 e	 catecolamine,	 che	







riduzione	 dell’apporto	 orale	 di	 liquidi	 che	 portano	 ad	 uno	 stato	 di	






















Mondiale	della	 Sanità	 colpisce	 circa	 il	 50%	dei	diabetici.	 Le	 complicanze	
della	neuropatia	possono	colpire	il	tratto	gastrointestinale,	danneggiare	il	
cuore	ed	essere	causa	di	impotenza	maschile.	







soprattutto	 del	 piede,	 a	 causa	 dei	 carichi	 che	 sopporta.	 Questo	 può	
renderne	necessaria	l'amputazione.	





La	 concentrazione	 di	 glucosio	 nel	 sangue	 si	 misura	 con	 la	 glicemia.	
In	 soggetti	 sani,	 che	 hanno	 una	 vita	 regolare	 e	 un’alimentazione	 corretta,	
generalmente	nell’arco	della	giornata	i	valori	della	glicemia	si	mantengono	tra	i	60	
e	i	130	mg/dl.	




Valori	 di	 glicemia	 uguali	 o	 superiori	 a	 126	mg/dl,	 secondo	 l’American	Diabetes	
Association	,	sono	da	considerarsi	probabili	sintomi	di	diabete.	
La	diagnosi	di	diabete	è	certa	con	un	valore	di	glicemia	di	200	mg/dl,	rilevato	in	
qualunque	 momento	 della	 giornata	 o	 due	 ore	 dopo	 un	 carico	 di	 glucosio.	
Valori	 di	 glicemia	 compresi	 fra	 140	 a	 200	 mg/dl	 dopo	 un	 carico	 di	 glucosio	










Attualmente	 non	 esiste	 una	 cura	 per	 il	 DMT1	 e	 l’unica	 terapia	 possibile	 è	 la	
somministrazione	 esogena	 di	 quello	 che	 l’organismo	 non	 può	 produrre	
autonomamente:	l’insulina.	
I	pazienti	affetti	da	DMT1	devono	sottoporsi	per	tutta	la	vita	alla	terapia	insulinica.	
L’insulina	 viene	 somministrata	 prevalentemente	 con	 iniezioni	 nel	 tessuto	 sotto	
cutaneo	da	cui	poi	si	diffonde	a	tutto	l’organismo.	
Il	 compito	 dell’insulina	 esogena	 (somministrata	 tramite	 iniezione)	 è	 quello	 di	
simulare	 quanto	 più	 possibile	 l’azione	 dell’insulina	 endogena	 (prodotta	
dall’organismo)	 sia	 per	 quanto	 riguarda	 l’insulinizzazione	 basale	 (costante	
nell’arco	della	 giornata)	 che	acuta	 (in	 seguito	ai	pasti),	 e	quindi	permettere	un	
normale	utilizzo	del	 glucosio	da	parte	delle	 cellule	 sia	a	digiuno	che	dopo	aver	
mangiato.	(9)	
Fino	 a	 pochi	 anni	 fa	 il	 ritmo	 della	 vita	 delle	 persone	 affette	 da	 DMT1	 era	
strettamente	scandito	dalla	necessità	di	effettuare	le	iniezioni	di	insulina	ad	orari	
ben	 definiti	 ed	 in	 relazione	 ai	 pasti.	 Il	 trattamento	 insulinico	 standard,	 infatti,	
prevedeva	l’assunzione	di	insulina	prima	di	colazione	e	prima	di	cena,	una	dieta	
fissa	con	pasti	ad	orari	prestabiliti	e	secondo	sequenze	prestabilite.		






I	 pazienti	 con	 DMT1,	 infatti,	 possono	 mangiare	 quando	 vogliono	 mantenendo	
comunque	un	ottimo	controllo	glicemico	grazie	alla	valutazione	quantitativa	dei	






La	 terapia	 non	 può	 prescindere	 da	 una	 dieta	 sana	 e	 bilanciata	 e	 dalla	 pratica	
costante	 di	 attività	 fisica,	 entrambe	 fondamentali	 per	 la	 gestione	 di	 questa	
malattia.	
Esistono	 varie	 forme	 di	 insulina	 le	 quali	 differiscono	 sulla	 base	 del	 tempo	 di	




Appartengono	 a	 questa	 categoria	 quattro	 preparazioni	 di	 insulina:	 l’insulina	
regolare,	la	lispro,	l’aspartato	e	la	glulisina.	L’insulina	regolare	è	una	insulina	zinco	
cristallina	 solubile	 ad	 azione	 breve,	 solitamente	 somministrata	 per	 via	
sottocutanea	(o	endovenosa,	nei	casi	di	emergenza).	Le	insuline	lispro,	aspartato	




assorbimento	 più	 rapido	 dopo	 iniezione	 sottocutanea	 rispetto	 all’insulina	
regolare;	di	conseguenza,	l’insulina	lispro	agisce	più	rapidamente.		








in	 tampone	 acetato,	 associata	 al	 70%	 di	 insulina	 ultralenta.	 Insorgenza	












in	 tampone	 acetato.	 Ciò	 produce	 grandi	 particelle	 che	 si	 sciolgono	
lentamente,	determinando	una	 lenta	 insorgenza	dell’azione	e	un	effetto	
ipoglicemizzante	di	lunga	durata.	
















Tuttavia,	 a	 lungo	 andare	 questi	 farmaci	 possono	 perdere	 la	 loro	 efficacia,	 e	
potrebbe	rendersi	necessario	passare	all’insulina,	sebbene	le	cellule	del	diabetico	






1)	 la	 stimolazione	 della	 liberazione	 di	 insulina	 dalle	 cellule	 beta	 del	




b) Biguanidi:	 aumentano	 la	 captazione	di	 glucosio	e	 la	 sua	utilizzazione	da	
parte	dei	tessuti	bersaglio,	riducendo	in	tal	modo	la	resistenza	all’insulina.	
Come	 per	 la	 sulfaniluree,	 richiedono	 per	 la	 loro	 azione	 la	 presenza	 di	














nel	 tessuto	 muscolare,	 nel	 fegato	 e	 nel	 tessuto	 adiposo,	 riducendo	
l’insulino-resistenza.	 Sono	 recettori	 responsabili	 della	 modificazione	 dei	
geni	che	sono	coinvolti	nel	metabolismo	lipidico	e	glucidico.	
d) Inibitori	 dell’alfa-glucosidasi:	 si	 assumono	 all’inizio	 del	 pasto.	 Agiscono	
ritardando	 la	 digestione	 dei	 carboidrati,	 riducendo	 in	 tal	 modo	
l’assorbimento	del	glucosio.	Esercitano	il	loro	effetto	mediante	l’inibizione	
reversibile	 dell’alfa-glucosidasi	 di	 membrana	 nell’orletto	 a	 spazzola	




L'obesità	è	presente	 in	oltre	 l'80%	dei	pazienti	 con	DMT2	e	 riveste	un	 ruolo	di	
primo	piano	nello	sviluppo	della	resistenza	all'insulina;	infatti,	il	tessuto	adiposo	è	
in	 grado	 di	 produrre	 una	 serie	 di	 sostanze	 che	 concorrono	 allo	 sviluppo	
dell'insulino-resistenza:		







• Adipochine:	 o	 citochine	 adipose,	 sono	 proteine	 rilasciate	 dal	 tessuto	
adiposo	 in	 circolo,	 tra	 cui	 la	 resistina	 (pro-iperglicemica),	 la	 leptina	 e	
l’adiponectina	(anti-iperinsuliniche);	queste	ultime	aiutano	a	migliorare	la	
sensibilità	 all’insulina	 favorendo	 l’attività	 della	 proteinchinasi	 AMP-
attivata	(AMPK).	L’obesità	porta	alla	riduzione	del	livello	di	adiponectina.	
• Infiammazione:	numerose	citochine	vengono	liberate	dal	tessuto	adiposo	




Nei	 soggetti	 in	 fase	 precoce	 di	 DMT2,	 la	 resistenza	 all'insulina	 riduce	
l'assorbimento	del	glucosio	insulino-mediato	del	35-40%	rispetto	ad	individui	sani.	
L'assorbimento	 del	 glucosio	 insulino-mediato	 si	 verifica	 principalmente	
nei	 muscoli	 scheletrici	 ed	 è	 direttamente	 correlato	 alla	 quantità	 di	 massa	
muscolare	 ed	 inversamente	 correlato	 con	 la	 massa	 grassa.	 Gli	 studi	 hanno	







del	 glucosio	 dal	 sangue	 al	 muscolo,	 il	 trasporto	 del	 glucosio	 attraverso	 la	
membrana	cellulare	e	la	fosforilazione	del	glucosio	all'interno	del	muscolo.	
Il	 solo	 gradiente	 di	 trasporto	 del	 glucosio	 non	 sarebbe	 sufficiente	 a	 sostenere	
l'assorbimento	di	glucosio	durante	l'esercizio	fisico	se	non	aumentassero	il	flusso	
di	 sangue	 e	 il	 reclutamento	 dei	 capillari.	 Il	 maggiore	 flusso	 ematico	 si	 rende	
necessario	per	fronteggiare	le	maggiori	richieste	di	ossigeno	e	di	nutrienti.	Inoltre,	





a	 livello	 della	 muscolatura	 scheletrica	 mediante	 i	 trasportatori	 4	 del	 glucosio	
(GLUT-4).	 L'	 esercizio	 fisico	 è	 in	 grado	 di	 aumentare	 il	 trasporto	 del	 glucosio	
all'interno	 della	 cellula,	 stimolando	 la	 traslocazione	 dei	 GLUT4	 dal	 citosol	 alla	
superficie	della	cellula.	
Infine,	 l'ultimo	 passaggio	 prevede	 la	 fosforilazione	 del	 glucosio	 da	 parte	




I	 mitocondri	 sono	 organelli	 microscopici	 presenti	 in	 grandi	 quantità	 all’interno	
delle	cellule	eucariote.	Sono	considerati	 le	centrali	energetiche	degli	organismi;	




Hanno	 forma	 generalmente	 allungata	 (reniforme	 o	 a	 forma	 di	 fagiolo)	 e	 sono	
delimitati	 da	 una	 doppia	 membrana:	 quella	 esterna	 permette	 il	 passaggio	 di	




















Una	 particolarità	 del	 codice	 genetico	 mitocondriale	 sta	 nel	 fatto	 che	 esso	 è	
leggermente	 diverso	 da	 quello	 comunemente	 noto,	 ossia	 codoni	 che	





Il	 DNA	mitocondriale	 umano	 viene	 ereditato	 per	 via	matrilineare	 (eredità	 non	
mendeliana)	 in	 quanto	 durante	 il	 processo	 di	 fecondazione	 i	 mitocondri	 dello	
spermatozoo	 sono	 marcati	 con	 ubiquitina,	 una	 proteina	 che	 si	 lega	 ad	 altre	
proteine	 che	 devono	 essere	 degradate.	 In	 conseguenza	 di	 ciò,	 il	 genoma	






























da	 NADH	 e	 FADH2	 vengono	 scambiati	 dalla	 catena	 enzimatica	




deidrogenasi,	 citocromo	 reduttasi	 e	 citocromo	 C	 ossidasi,	 in	 grado	
di	 pompare	 ioni	H+	 dalla	matrice	mitocondriale	 interna	 (dove	 avviene	 il	
ciclo	di	Krebs)	a	quella	esterna,	generando	un	gradiente	protonico	tra	le	
due	membrane.	Tale	gradiente	protonico	si	verifica	perché	all'interno	della	








• Sintesi	 di	 ATP	 tramite	 fosforilazione	 di	 ADP	 dall'enzima	 ATP-
sintasi	con	catalisi	rotazionale.	
L'ossigeno	 è	 l’accettore	 finale	 degli	 elettroni	 e	 viene	 convertito	 in	 acqua.	
Dalla	riduzione	dell'ossigeno	e	dagli	ioni	H+	che	si	formano	dopo	il	trasferimento	






DNA,	 diminuendo	 l’abilità	 dei	 mitocondri	 di	 svolgere	 le	 loro	 normali	 funzioni	
compresa	la	produzione	di	ATP.	
Una	piccola	frazione	dell’ossigeno,	infatti,	non	è	convertita	in	acqua,	ma	è	ridotta	
parzialmente	 a	 radicale	 anionico	 superossido	 O2-,	 il	 quale	 non	 è	 stabile	 e	 si	
trasforma	in	due	altri	radicali	particolarmente	tossici:	




appartenenti	 allo	 spazio	 intermembrana,	 come	 il	 citocromo	 C,	 nel	 citosol	
attraverso	 il	 passaggio	 dalla	 MOMP	 (mitochondrial	 outer	 membrane	




danni,	 la	 cellula	 deve	utilizzare	degli	 specifici	 sistemi	 atti	 alla	 loro	 eliminazione	
come	 la	 catalasi,	 che	 è	 un	 enzima	 che	 catalizza	 la	 reazione	di	 eliminazione	del	
perossido	di	idrogeno,	il	glutatione,	che	determina	l’eliminazione	dei	radicali	liberi	
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ha	 inizialmente	 focalizzato	 la	 sua	 attività	 verso	 la	 caratterizzazione	 e	 la	
quantificazione	 delle	 proteine	 codificate	 nel	 nucleo.	 In	 seguito	 all’International	
HUPO	 Congress	 in	 Boston	 è	 risultato	 chiaro	 che	 il	 cromosoma	 mitocondriale,	
purché	 piccolo,	 svolgesse	 un	 importante	 ruolo	 nelle	 funzioni	 biologiche	 e	





con	 l’obbiettivo	 di	 integrare	 il	 c-HPP	 con	 la	 caratterizzazione	 delle	 proteine	








Il	 diabete	 è	 senza	 dubbio	 la	 principale	 manifestazione	 endocrinologica	 delle	
malattie	 mitocondriali.	 È	 considerato	 una	 malattia	 eterogenea	 a	 causa	 della	
molteplicità	di	fattori	che	causano	il	fenotipo	osservato.	Per	molti	anni	i	ricercatori	
hanno	 sostenuto	 che	 il	 DMT2	 fosse	 un	 problema	 di	 sensibilità	 all'insulina,	
concentrandosi	 quindi	 sui	 recettori	 dell'insulina	 nei	 tessuti	 periferici.	 Altri	
ricercatori	hanno	 focalizzato	 la	 loro	attenzione	sulla	disfunzione	delle	cellule	β,	
similmente	al	DMT1.	Oggi	si	riconosce	che	entrambi	i	fattori	possono	contribuire	
alla	malattia.		
Il	 malfunzionamento	 delle	 cellule	 β	 può	 essere	 fatto	 risalire	 a	 diversi	 livelli	 di	
qualitativa	 e	 quantitativa	 disfunzione	 mitocondriale.	 Il	 DMT2	 è	 spesso	
geneticamente	 espresso	 da	 mutazioni	 nel	 mtDNA.	 Un	 secondo	 aspetto	 del	
contributo	 mitocondriale	 comporta	 la	 riduzione	 quantitativa	 del	 mtDNA	 in	
risposta	allo	stress	ossidativo.		



















Il	 meccanismo	 alla	 base	 dell’IR	 non	 è	 ancora	 chiaro,	 ma	 alcuni	 studi	 hanno	
suggerito	 che	 i	 difetti	 nella	 funzione	mitocondriale	 possano	 ricoprire	 un	 ruolo	
importante	nella	patogenesi	del	DMT2.	(41)		
I	tessuti	coinvolti	nell’IR	sono	i	seguenti:	
• Muscolo	 scheletrico:	 è	 il	 tessuto	 più	 sensibile	 all’azione	 dell’insulina,	 di	
conseguenza	 è	 il	 sito	 predominante	 di	 IR	 nel	 DMT2.	 (42)	 I	 mitocondri	
forniscono	al	muscolo	l’energia	necessaria	per	la	contrazione.	Esistono	due	
tipi	di	mitocondrio:	il	mitocondrio	subsarcolemmatico	(SSM),	localizzato	in	
prossimità	 del	 sarcolemma,	 e	 il	 mitocondrio	 intermiofibrillare	 (IFM),	












• Tessuto	 adiposo:	 il	 tessuto	 adiposo	 contribuisce	 per	 il	 10-15%	
all’assorbimento	del	 glucosio	 indotto	 dalla	 secrezione	di	 insulina	 dopo	 i	
pasti	e	all’immagazzinamento	dei	grassi	sottoforma	di	trigliceridi.	Durante	
il	digiuno,	i	trigliceridi	vengono	idrolizzati	ad	acidi	grassi	che	poi	saranno	




regolata	 da	 insulina	 ed	 altri	 ormoni	 (deposito	 di	 glucosio	 sottoforma	 di	
glicogeno,	 conversione	 di	 glucosio	 in	 lipidi,	 esportazione	 e	 deposito	 nel	
tessuto	 adiposo,	 catabolismo	 del	 glicogeno,	 gluconeogenesi	 e	








la	 replicazione	 e	 stabilità	 del	 mtDNA	 (che	 presenta	 in	 questo	 caso	 delezioni	
multiple)	sono	state	identificate	nel	“diabete	mitocondriale”.	L’età	di	esordio	del	
diabete	 è	 simile	 nei	 pazienti	 con	 differenti	mutazioni	 del	mtDNA	 (mediamente	
intorno	ai	quaranta	anni).	La	necessità	di	un	buon	controllo	della	glicemia	e	dello	
screening	 per	 le	 complicanze	 del	 diabete	 è	 necessaria	 in	 tutti	 i	 pazienti,	
indipendentemente	dal	genotipo	specifico.		
Tutti	 i	genotipi	di	“diabete	mitocondriale”	mostrano	una	graduale	progressione	





verrebbe	 a	 creare	 una	 interazione	 sfavorevole	 fra	 dieta,	 stile	 di	 vita	 e	













disponibili	 in	 letteratura,	 è	 possibile	 sostenere	 che,	 mentre	 in	 condizioni	
fisiologiche	sono	regolatori	indispensabili	per	numerosi	processi	dell’organismo,	il	
loro	aumento	sopra-fisiologico	può	significare	un	danno	per	le	cellule.	Pertanto,	è	
corretto	 immaginare	 che	 condizioni	 patologiche	 quali	 diabete,	 obesità	 o	
lipodistrofia,	 determinando	 aumento	 degli	 FFA,	 costituiscano	 condizioni	







modello	 animale	 i	 ratti	 ZDF	 (Zucker	 Diabetic	 Fatty	 rats),	 che	 spontaneamente	
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sviluppano	 DMT2	 alla	 14a	 settimana	 di	 vita.	 È	 stato	 dimostrato	 che	 in	 questo	
modello,	prima	che	 insorga	 il	diabete,	si	assiste	a	un	aumento	degli	acidi	grassi	





tessuto	 cardiaco.	 La	 spiegazione	 fisiopatologica	 di	 questo	 processo	 risiede	 nel	
fatto	che	normalmente	questi	 tessuti	magri	non	sono	fisiologicamente	preposti	
all’accumulo	di	grassi	come	fonti	di	riserva	energetica.	L’aumento	di	trigliceridi	al	
loro	 interno	 determina	 l’attivazione	 di	 vie	 metaboliche	 che	 portano	 al	 danno	
cellulare	e	all’apoptosi.		
La	 prevalenza	 del	 DMT2	 è	 oggi	 in	 forte	 aumento	 e	 ciò	 è	 dovuto,	 in	 parte,	 al	
crescere	dei	tassi	di	obesità.	(47)	L'insulino-resistenza	e	la	disfunzione	delle	cellule	
β	 pancreatiche	 sono	 elementi	 essenziali	 nella	 patogenesi	 del	 DMT2.	 Fattori	
ambientali	come	 le	diete	ricche	di	grassi	saturi	e	uno	stile	di	vita	sedentario,	 in	








stato	utilizzato	 in	 studi	 in	 vitro	 su	 isole	 isolate	o	 linee	 cellulari	β	 per	 studiare	 i	













perossidazione	 della	 membrana	 mitocondriale,	 la	 compromissione	 della	
produzione	 di	 ATP	 e	 danni	 al	 DNA	mitocondriale,	 il	 quale	 regola	 il	 processo	 di	
fosforilazione	 ossidativa	 coinvolto	 nella	 secrezione	 di	 insulina	 delle	 cellule	 β	
pancreatiche.	
L’autofagia	 rappresenta	 una	 forma	 di	 protezione	 dallo	 stress	 a	 carico	 del	 RE,	
contribuendo	alla	normale	funzionalità	delle	cellule	β	e	alla	loro	sopravvivenza.	È	
un	 processo	 che	 riguarda	 la	 degradazione	 proteica,	 regolato	 da	 meccanismi	










La	 via	 metabolica	 coinvolta	 nel	 meccanismo	 che	 porta	 alla	 lipotossicità	 è	 la	














essere	 associata	 alla	 riduzione	 della	 stabilità	 di	 legame	 di	 PDX-1	
(pancreasduodenum	 homeobox-1)	 e	 di	 MafA	 con	 i	 promotori	 del	 gene	
dell’insulina.	 (69)	 L’alterata	 stabilità	 dei	 promotori	 potrebbe	 in	 teoria	 ridurre	 il	
quantitativo	di	trascritto	efficace	per	la	traduzione	e	determinare	la	formazione	di	
trascritti	anomali	in	grado	di	danneggiare	l’RE.	(69)		
I	 meccanismi	 con	 cui	 gli	 FFA	 possono	 modificare	 l’espressione	 del	 gene	











Il	 RE	 costituisce	 un	 organo	 essenziale	 per	 le	 cellule	 eucariote;	 in	 ogni	 sistema	
cellulare	evoluto	a	livello	dell’RE	avvengono	la	formazione	e	l’assemblaggio	delle	
proteine	 nella	 loro	 struttura	 tridimensionale	 finale.	 Un	 cattivo	 funzionamento	
dell’RE	compromette	la	sopravvivenza	della	cellula	medesima.		
Per	le	cellule	β	il	RE	è	fondamentale	non	solo	per	la	formazione	di	proteine	che	
compongono	 la	 cellula,	 ma	 anche	 per	 l’assemblaggio	 dell’insulina,	 del	 suo	
recettore	e	di	tutte	le	molecole	che	portano	alla	secrezione	insulinica.	In	condizioni	
di	maggiore	 richiesta	 di	 proteine	 il	 RE	 deve	 far	 fronte	 a	 un	maggiore	 carico	 di	
lavoro.		
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L’invecchiamento	 cellulare	 frequentemente	 passa	 attraverso	 il	 danno	 e	 il	
malfunzionamento	del	RE.	(73)	Negli	ultimi	anni	il	RE	è	stato	messo	in	correlazione	
con	il	fallimento	delle	cellule	β,	sia	per	quanto	riguarda	il	DMT1	(74)	che	per	il	DMT2.	
(75)	 In	 letteratura	sono	molti	 i	 lavori	 che	analizzano	 il	 ruolo	di	questo	apparato;	
esistono	ipotesi	e	teorie	a	supporto	dell’importanza	del	RE	per	la	sopravvivenza	
delle	cellule	β	e	per	la	produzione	dell’insulina.	Inoltre,	è	noto	che	condizioni	di	
iperglicemia	 cronica	 o	 di	 eccesso	 di	 FFA,	 aumentando	 la	 richiesta	 dell’ormone,	
sussegue	 accumulo	 di	 mRNA	 che	 deve	 essere	 tradotto	 e	 assemblato.	
L’iperglicemia	 e	 gli	 FFA	 determinano	 maggiore	 frequenza	 di	 produzione	 di	
trascritti	 anomali	 del	 gene	 dell’insulina.	 Questo	 aumentato	 flusso	 di	 lavoro	
appesantisce	 il	 RE	 e	 da	 questo	 ne	 derivano	 segnali	 di	 danno	 che	 inducono	
l’apoptosi	delle	cellule	β.	(73)		
Il	 processo	 di	 stress	 del	 RE	 potrebbe	 essere	 inizialmente	 prevenuto	 tramite	














associata	 a	una	mutazione	di	 EIF2AK3,	 gene	 codificante	per	 la	proteina	 chinasi	
PERK,	con	la	risultante	perdita	di	funzione.	(77)	La	riduzione	di	funzione	di	PERK	si	
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lo	 studio	 di	 funzione	 di	 questi	 componenti	 ha	 chiarito	 il	 ruolo	 di	 UPR	 quale	
elemento	fondamentale	per	il	recupero	delle	cellule	β.		
A	 supporto	 dell’importanza	 di	 questi	 meccanismi,	 si	 può	 citare	 un’altra	 rara	




causa	 insulino-dipendenza	 permanente.	 (80)	 Tale	 disordine,	 di	 tipo	 autosomico	

















identificare	 le	 proteine	 ed	 ad	 associarle	 con	 uno	 stato	 fisiologico	 in	 base	
all’alterazione	 del	 livello	 di	 espressione	 fra	 controllo	 e	 trattato.	 Permette	 di	
correlare	 il	 livello	 di	 proteine	 prodotte	 da	 una	 cellula	 o	 tessuto	 e	 l’inizio	 o	 la	
progressione	di	uno	stato	di	stress.		
Il	 termine	 “proteomica”	 fu	 coniato	 per	 la	 prima	 volta	 nel	 1995	 e	 definisce	 la	
caratterizzazione	su	larga	scala	di	tutte	le	proteine	di	una	linea	cellulare,	tessuto	o	
organismo.	(61)	(62)	(63)	Lo	scopo	della	proteomica	è,	quindi,	quello	di	ottenere	una	
visione	 globale	 ed	 integrata	 di	 tutte	 le	 proteine	 che	 costituiscono	 la	 cellula	
piuttosto	che	il	loro	studio	individuale.	(64)		
Con	il	completamento	del	progetto	genoma	umano	(HUGO)	nel	corso	degli	ultimi	




ruolo	sempre	più	 importante.	La	 funzione	del	gene,	 l'abbondanza	di	proteine	e	




più	 complessa.	 Infatti,	 mentre	 il	 genoma	 è	 un'entità	 pressoché	 costante,	 il	




genetico,	 la	 presenza	 di	 promotori	 genici	 o	 siti	 di	 terminazione	 alternativi,	 lo	
splicing	alternativo	e	le	modificazioni	post-traduzionali	a	carico	delle	proteine.	Il	
proteoma	 è,	 quindi,	 l'insieme	 di	 tutti	 i	 possibili	 prodotti	 proteici	 espressi	 in	
una	cellula,	incluse	tutte	le	isoforme	e	le	modificazioni	post-traduzionali.	
Un	organismo	ha	espressioni	proteiche	radicalmente	diverse	a	seconda	delle	varie	




funzioni	 cellulari.	 Inoltre,	 non	 può	 rilevare	 le	 eventuali	 modificazioni	 post-






• Proteomica	 differenziale:	 punta	 sull'espressione	 differenziale	 delle	
proteine	in	cellule	diverse	di	uno	stesso	organismo	ed	in	momenti	di	vita	
diversi	di	una	stessa	cellula.	
• Proteomica	 funzionale:	 permette	 la	 caratterizzazione	 dell’attività,	 delle	
























e	 successivamente	 in	 base	 al	 peso	molecolare	mediante	 SDS-PAGE	 utilizzando	










punti	 isoelettrici	 che	 coprono	 l'intervallo	 di	 pH	 desiderato.	 Questi	 anfoliti	 o	
anfoline	devono	avere	un	ottimo	potere	tamponante,	un'eccellente	conduttività,	
una	 buona	 solubilità	 nel	 gel	 di	 elettroforesi	 e	 nel	 solvente	 impiegato,	 nessuna	









man	mano	 che	 si	 avvicinano	 al	 catodo,	 il	 pH	 aumenta,	 finché	 non	 corrisponde	
esattamente	 al	 loro	 punto	 isoelettrico.	 In	 queste	 condizioni	 i	 composti	 hanno	
carica	netta	nulla	e	si	arrestano.	Analogamente,	i	composti	che	all'inizio	si	trovano	







Attualmente	 si	 trovano	 in	 commercio	 gradienti	 immobilizzati	 di	 acrilamide	 in	
miscela	 acida	 da	 un	 lato	 e	 in	 miscela	 basica	 dall’altro	 già	 pronti	 che	 rendono	
l’analisi	 meno	 soggetta	 a	 errori	 dell’operatore.	 Il	 sistema	 delle	 immobiline	
permette	di	realizzare	una	separazione	in	base	al	punto	isoelettrico	senza	l'utilizzo	
del	sistema	delle	anfoline.	Il	sistema	utilizza	una	serie	di	derivati	dell’acrilammide	
aventi	 la	 struttura	 generale:	 CH2=CH-CO-NH-R	 dove	 R	 contiene	 un	 gruppo	
carbossilico	 o	 un	 gruppo	 amminico	 terziario.	 La	 copolimerizzazione	 di	 questi	
monomeri	 con	 diverso	 pK	 in	 diversa	 concentrazione	 permette	 di	 creare	 dei	
gradienti	 preformati	 di	 pH	 all'interno	 del	 gel	 di	 poliacrilammide.	 Una	 volta	
integrate	 nel	 gel,	 le	 immobiline	 conferiscono	 una	 capacità	 tamponante	
controllata,	una	bassa	conduttività	all'interno	del	gradiente	e	si	evita	il	così	detto	










Durante	 la	 seconda	 dimensione	 il	 campione	 viene	 trattato	 con	 SDS	 (sodio	
dodecilsolfato)	per	conferire	a	tutte	le	proteine	una	carica	elettrica	netta	negativa.	








Per	 riconoscere	 le	 proteine	 all'interno	 del	 gel	 per	 elettroforesi,	 è	 possibile	
applicare	 una	 colorazione	 fluorescente.	 La	 tipologia	 di	 colorazione	 che	 viene	
effettuata	può	influire	sulle	tecniche	che	possono	essere	eseguite	in	seguito.	La	
spettrometria	di	massa	è	la	principale	strumentazione	utilizzata	in	proteomica	e	








che	 ha	 avuto	 come	 scopo	 lo	 studio	 dell’effetto	 lipotossico	 del	 palmitato	 su	
mitocondri	isolati	da	cellule	β	INS-1E	di	ratto	mediante	l’utilizzo	di	due	approcci	di	
proteomica:	elettroforesi	bidimensionale	e	shotgun.	
Lo	 studio	nasce	da	una	 collaborazione	 con	 l’Unità	di	 Endocrinologia	diretta	dal	
prof.	Marchetti,	dell’Università	di	Pisa	e	rientra	in	uno	studio	a	più	ampio	raggio	
che	riguarda	il	progetto	mt-HPP	della	Human	Proteomic	Organization	(HUPO).		
Lo	 scopo	 della	 tesi	 è	 quello	 di	 valutare,	 tramite	 un	 approccio	 proteomico,	 le	
alterazioni	di	espressione	di	proteine	cellulari	 indotte	da	palmitato	su	cellule	di	
isole	 pancreatiche	 umane,	 ponendo	 particolare	 attenzione	 sull’acetilazione	 di	
specifiche	proteine	bersaglio.	
Dal	 punto	 di	 vista	 sperimentale,	 l’esposizione	 cronica	 ad	 acidi	 grassi	 riproduce	
molti	 degli	 aspetti	 del	 danno	 delle	 cellule	 β	 che	 risultano	 associati	 alla	
manifestazione	del	diabete	mellito	di	tipo	2,	quali:	apoptosi,	secrezione	basale	di	
insulina	 elevata;	 diminuita	 secrezione	 di	 insulina	 indotta	 da	 glucosio;	 ridotto	
contenuto	di	insulina	e	ridotta	espressione	genica,	difetti	nel	processamento	della	
proinsulina.	Tale	trattamento	è	anche	sufficiente	a	riprodurre	altri	aspetti	presenti	
nelle	 isole	di	 soggetti	 con	diabete	mellito	di	 tipo	2,	 come	 lo	 stress	del	 reticolo	
endoplasmatico,	 l’autofagia	 e	 la	 disregolazione	 dell’ubiquitinilazione	 delle	
proteine.	
Pertanto	abbiamo	analizzato,	mediante	elettroforesi	 bidimensionale	e	Western	
blot,	 la	 differenza	 nei	 livelli	 di	 acetilazione	 su	 estratti	 proteici	 totali	 di	 isole	








Tutti	 i	 reagenti	 e	 i	 solventi	 sono	 stati	 acquistati	 dalle	 più	 comuni	 fonti	
commerciali. 	
L’acqua	 è	 stata	 filtrata	 mediante	 l’apparecchio	 MilliQ,	 PSWhatman,	 Millipore	
Corporation,	Maid	Stone,	England.		
L’apparecchio	usato	per	l’elettroforesi	è	il	Protean	II	XL	Ready	Gel	(Biorad).	














contenente	 10%	 di	 siero	 e	 antibiotici	 (100units/ml	 penicillina,	 100μg/ml	
streptomicina,	50μg/ml	gentamicina,	and	0.25μg/ml	amfotericina	B)	e	messe	 in	




















•	 Ditiotreitolo	 (DTT)	 60mM:	 agente	 riducente,	 serve	 per	 rompere	 ogni	 ponte	
disolfuro	e	permettere	alle	proteine	di	distendersi	completamente	
•	 Blu	 di	 Bromofenolo	 0,002%:	 per	 seguire	 la	 corsa,	 se	 il	 tracciante	 non	migra	
all’anodo	non	c’è	flusso	di	corrente	
Dopo	aver	usato	il	vortex	(per	circa	5	minuti,	a	intervalli),	si	sonica	5	volte	per	4	














riducente	 e	 detergente	 compatibile)	 per	 la	 determinazione	 delle	 proteine	 in	
presenza	alte	concentrazioni	di	agenti	detergenti	e	di	riduzione.		
La	 proteina	 standard	 con	 la	 quale	 costruiamo	 la	 nostra	 curva	 di	 riferimento	 è	













Si	aggiungono	poi	125	µl	di	Reagente	 I,	 si	agita	e	si	mette	 in	 incubazione	per	1	
minuto;	 quindi	 si	 aggiungono	 40	 µl	 di	 Reagente	 II,	 agito	 e	 attendo	 1	 minuto.	








	 RS	 BSA	 [BSA]	µg/µl	 µg	BSA	
BIANCO	 25	µl	 /	 0	 0	
1	 21,7	µl	 3,3	µl	 0,2	 5	
2	 18,3	µl	 6,7	µl	 0,4	 10	
3	 11,7	µl	 13,3	µl	 0,8	 20	
4	 /	 25	µl	 1,5	 37,5	
Tabella	1	Diluizioni	della	BSA	per	la	retta	di	taratura	
Dalle	letture	di	assorbanza	ottenute	con	concentrazioni	note	di	proteina	standard	
si	 costruisce	 una	 retta	 di	 taratura	 nell’intervallo	 di	 sensibilità	 da	 4	μg	 a	 30	μg.	
Dall’equazione	della	retta	y=Ax	(y=assorbanza)	si	ricava	la	concentrazione	proteica	








ad	 interazioni	 carica-carica.	 400	 μl	 di	 campione,	 corrispondenti	 a	 150	 μg	 di	
proteine	 per	 i	 campioni	 sottoposti	 a	 blot,	 e	 a	 200	 μg	 per	 quelli	 che	 invece	
serviranno	 per	 l’identificazione	 degli	 spot,	 vengono	 caricati	 nell’IPG	 Reswelling	
Tray,	 che	 può	 contenere	 fino	 a	 12	 strip,	 facendo	 attenzione	 di	 introdurre	 la	
soluzione	 lentamente	 per	 minimizzare	 la	 formazione	 di	 bolle	 d’aria.	 Occorre	













d’ossido	 di	 alluminio,	 che	 permette	 di	 sottoporre	 alla	 corsa	 fino	 a	 12	 strip	
contemporaneamente.	






sottostanti	 e	 si	 avvia	 il	 programma	 per	 l’IEF	 del	 campione. Per	 la	 prima	
dimensione	si	usa	l’Apparecchio	IPGphor	(Amersham	Biosciences),	che	permette	












avviene	 in	 due	 steps:	 nel	 primo	 le	 strips	 vengono	 trattate	 con	 una	 soluzione	
chiamata	SDS	equilibration	buffer	contenente	sodio	dodecilsolfato	(SDS)	e	DTT,	
per	denaturare	e	ridurre	 le	proteine,	per	15	minuti	 in	agitazione	a	temperatura	





• Tampone	equilibrante	 (Tris-HCl	50	mM	pH	8,8):	 serve	per	mantenere	 le	
strip	in	un	range	di	pH	appropriato	per	l’elettroforesi.		
• Urea	(6	M)	Glicerolo	(30%):	per	ridurre	l’elettroendoosmosi	e	migliorare	il	
trasferimento	 delle	 proteine	 alla	 seconda	 dimensione.	








legata	 ad	 una	 proteina,	 e	 quindi	 la	 carica	 negativa,	 è	 direttamente	
proporzionale	 alla	 massa	 della	 proteina,	 in	 questo	 modo	 l’elettroforesi	
separerà	le	proteine	in	base	al	loro	peso	molecolare.		








I	 gel	 utilizzati	 vengono	 polimerizzati	 contemporaneamente	 nella	 camera	 di	
polimerizzazione.	Le	singole	camere	di	polimerizzazione	consistono	di	due	vetri	









Il	 TEMED	 (tetrametiletilendiammina)	 è	 il	 catalizzatore	 della	 reazione	 di	







fine	 di	 mantenere	 la	 superficie	 superiore	 del	 gel	 completamente	 piatta	 ed	
omogenea.	 Il	 gel	 viene	 lasciato	 polimerizzare	 a	 temperatura	 ambiente.	 La	





























e	 successivamente	 le	 proteine	 vengono	 trasferite	 su	 una	 membrana	




































La	 fase	di	blocking	è	 importante	per	prevenire	 le	 interazioni	non	 specifiche	 tra	
l’anticorpo	 e	 la	 membrana	 e	 quindi	 per	 saturare	 i	 siti	 idrofobici	 liberi	 di	
quest’ultima.	
Il	 bloccaggio	 di	 legami	 non	 specifici	 è	 raggiunto	 ponendo	 la	 membrana	 in	












Dopo	 il	 blocking,	 una	 soluzione	 diluita	 di	 anticorpo	 primario	 è	 incubato	 con	 la	
membrana	 di	 nitrocellulosa	 per	 2	 h	 agitandolo	 delicatamente.	 La	 soluzione	 è	
composta	 da	 una	 soluzione	 di	 PBS/BSA	 5%/Tween	 0,1%	 in	 cui	 è	 stato	 sciolto	
l’anticorpo	 primario:	 si	 tratta	 di	 un	 anticorpo	 anti-lisina	 acetilata,	 diluito	 in	 un	
rapporto	1/1000.		







La	membrana	viene	 incubata	per	1	h	con	 l’anticorpo	secondario	a	 temperatura	
ambiente	 (si	 tratta	 di	 un	 anticorpo	 anti-mouse	 diluito	 1/10000;	 Perkin	 Elmer).	
L’anticorpo	secondario	è	coniugato	con	l’enzima	HRP	(Perossidasi	del	rafano).	
Terminata	 questa	 fase	 si	 effettuano	 altri	 4	 lavaggi	 da	 10	 minuti	 con	
PBS/Milk/Tween,	a	cui	seguono	2	lavaggi	da	5	minuti	ciascuno	con	PBS	ed	infine	
un	ultimo	lavaggio	da	un	minuto	con	acqua.		




	Luminolo	 + 	2	H2O2	 + 	OH −	DEFGHHIJKHI	 LMN 	Amminoftalato	 + 	N2	 + 	3	H2O	 + 	LUCE			
	








































































con	 due	 approcci	 di	 proteomica:	 elettroforesi	 bidimensionale	 e	 shotgun.	 Sono	
state	evidenziate	variazioni	mitocondriali	in	cellule	β	esposte	a	palmitato	rispetto	










Lavori	 recenti	 hanno	 suggerito	 l’acetilazione	 delle	 lisine	 come	 un	 fattore	
importante	nella	regolazione	metabolica,	soprattutto	nei	mitocondri.	(86)	(87)	
In	generale,	i	livelli	di	acetilazione	e	deacetilazione	oscillano	tra	stato	di		
digiuno	 e	 dopo	 aver	mangiato,	 e	 probabilmente	 riflettono	 i	 cambiamenti	 nella	
selezione	del	carburante	disponibile	per	la	produzione	di	energia. 	
E’	 stato	 ipotizzato	 che	 elevati	 livelli	 di	 acidi	 grassi	 possano	 incrementare	 il	
contenuto	di	acetil-CoA,	attraverso	la	β-ossidazione,	ed	il	rapporto	NADH/NAD+.		
L’aumento	 dell’acetil-CoA,	 donatore	 di	 carbonio	 per	 l’acetilazione	 delle	 lisine,	
potrebbe	 favorire	 l’acetilazione.	Mentre	 l’incremento	del	 rapporto	NADH/NAD+	
potrebbe	ostacolare	 l’attività	della	sirtuina	3,	una	deacetilasi	mitocondriale	che	
utilizza	il	NAD+	come	cofattore.	(88)	(89)	
Pertanto	 altri	 studi,	 condotti	 sempre	 nei	 nostri	 laboratori,	 si	 sono	 proposti	 di	
analizzare	l’acetilazione	delle	proteine	mitocondriali	estratte	da	cellule	INS-1E	di	















Le	 proteine	 estratte	 da	 queste	 cellule	 sono	 state	 sottoposte	 ad	 elettroforesi	
bidimensionale	 e	 successivamente	 trasferite	 su	 membrane	 di	 nitrocellulosa	






































# CTRL PALM palm/ctrl t-test # CTRL PALM palm/ctrl t-test # CTRL PALM palm/ctrl t-test
113 0,0006 0,0007 1,29 0,334 260 0,0003 0,0005 1,67 0,216 353 0,0002 0,0004 1,50 0,059
128 0,0005 0,0009 1,78 0,315 262 0,0013 0,0017 1,33 0,373 354 0,0005 0,0007 1,47 0,121
132 0,0009 0,0008 0,91 0,855 264 0,0009 0,0013 1,56 0,067 357 0,0008 0,0010 1,38 0,327
143 0,0005 0,0004 0,87 0,761 265 0,0002 0,0003 1,41 0,187 360 0,0003 0,0004 1,19 0,255
144 0,0005 0,0006 1,34 0,440 266 0,0006 0,0007 1,09 0,833 363 0,0012 0,0016 1,35 0,285
145 0,0005 0,0007 1,59 0,172 267 0,0009 0,0013 1,38 0,190 366 0,0021 0,0030 1,43 0,091
148 0,0011 0,0012 1,11 0,774 271 0,0003 0,0006 1,97 0,079 369 0,0019 0,0038 1,96 0,031
151 0,0010 0,0010 1,05 0,883 272 0,0006 0,0012 2,00 0,083 372 0,0009 0,0012 1,33 0,065
153 0,0005 0,0006 1,06 0,866 273 0,0002 0,0002 1,11 0,610 377 0,0009 0,0013 1,41 0,218
158 0,0008 0,0008 1,02 0,338 274 0,0003 0,0005 1,52 0,243 378 0,0012 0,0019 1,55 0,031
160 0,0001 0,0001 1,30 0,064 275 0,0010 0,0016 1,62 0,265 396 0,0003 0,0004 1,43 0,468
165 0,0001 0,0001 1,23 0,491 276 0,0004 0,0006 1,37 0,091 401 0,0002 0,0003 1,99 0,164
169 0,0006 0,0007 1,18 0,256 277 0,0009 0,0015 1,67 0,105 406 0,0006 0,0009 1,44 0,152
170 0,0003 0,0004 1,12 0,244 281 0,0002 0,0003 1,25 0,416 409 0,0002 0,0003 1,29 0,111
176 0,0002 0,0002 1,09 0,801 282 0,0002 0,0003 1,43 0,045 410 0,0001 0,0001 1,20 0,584
180 0,0004 0,0006 1,56 0,111 290 0,0002 0,0003 1,61 0,173 422 0,0004 0,0005 1,23 0,276
181 0,0009 0,0011 1,19 0,072 292 0,0007 0,0009 1,34 0,009 424 0,0016 0,0023 1,43 0,230
182 0,0004 0,0006 1,36 0,167 293 0,0005 0,0007 1,46 0,030 428 0,0002 0,0002 1,15 0,628
186 0,0002 0,0003 1,35 0,193 294 0,0005 0,0007 1,43 0,186 442 0,0006 0,0006 1,01 0,990
188 0,0002 0,0003 1,26 0,027 296 0,0008 0,0010 1,21 0,001 449 0,0006 0,0008 1,32 0,244
191 0,0007 0,0010 1,54 0,269 297 0,0014 0,0017 1,28 0,102 454 0,0005 0,0006 1,17 0,375
192 0,0013 0,0014 1,07 0,736 298 0,0003 0,0005 1,57 0,070 455 0,0007 0,0010 1,38 0,342
197 0,0004 0,0005 1,18 0,017 299 0,0005 0,0007 1,48 0,036 459 0,0002 0,0002 1,04 0,913
198 0,0005 0,0007 1,46 0,135 300 0,0007 0,0007 1,01 0,890 460 0,0004 0,0006 1,51 0,377
201 0,0005 0,0006 1,20 0,470 306 0,0007 0,0010 1,32 0,465 461 0,0009 0,0013 1,50 0,232
206 0,0004 0,0005 1,20 0,172 308 0,0003 0,0005 1,43 0,042 482 0,0002 0,0003 1,46 0,369
207 0,0012 0,0017 1,38 0,375 309 0,0008 0,0010 1,36 0,392 484 0,0002 0,0002 1,06 0,842
209 0,0027 0,0040 1,49 0,342 319 0,0002 0,0003 1,74 0,038 492 0,0003 0,0004 1,36 0,132
211 0,0003 0,0003 1,27 0,473 322 0,0010 0,0014 1,38 0,252 496 0,0003 0,0005 1,63 0,414
212 0,0010 0,0012 1,15 0,171 324 0,0009 0,0013 1,40 0,071 498 0,0001 0,0002 1,23 0,329
213 0,0011 0,0017 1,56 0,261 328 0,0004 0,0004 1,06 0,806 525 0,0007 0,0006 0,98 0,961
220 0,0003 0,0004 1,17 0,410 329 0,0006 0,0008 1,28 0,324 680 0,0003 0,0005 1,92 0,128
222 0,0003 0,0003 1,04 0,648 332 0,0002 0,0003 1,33 0,340 712 0,0004 0,0007 1,67 0,086
226 0,0007 0,0012 1,58 0,033 333 0,0010 0,0012 1,21 0,204 720 0,0020 0,0037 1,85 0,086
228 0,0005 0,0008 1,64 0,310 334 0,0001 0,0001 1,47 0,054 725 0,0116 0,0184 1,59 0,071
229 0,0006 0,0010 1,60 0,186 335 0,0003 0,0004 1,51 0,226 728 0,0014 0,0025 1,70 0,016
230 0,0006 0,0007 1,12 0,204 336 0,0002 0,0002 1,11 0,702 730 0,0023 0,0045 2,00 0,117
231 0,0006 0,0006 1,05 0,724 338 0,0001 0,0002 1,63 0,007 733 0,0004 0,0004 0,95 0,727
232 0,0007 0,0011 1,52 0,090 339 0,0018 0,0022 1,19 0,191 734 0,0005 0,0007 1,49 0,013
233 0,0002 0,0003 1,77 0,169 340 0,0003 0,0003 1,26 0,392 827 0,0003 0,0003 0,75 0,667
241 0,0002 0,0003 1,44 0,266 341 0,0005 0,0007 1,36 0,371 844 0,0002 0,0004 2,16 0,278
245 0,0003 0,0004 1,50 0,316 342 0,0011 0,0015 1,36 0,226 936 0,0521 0,0916 1,76 0,206
251 0,0001 0,0002 1,57 0,098 350 0,0002 0,0003 1,24 0,546 937 0,0008 0,0015 1,77 0,138
257 0,0002 0,0003 1,52 0,137 351 0,0002 0,0002 1,17 0,186 939 0,0024 0,0040 1,63 0,368
259 0,0003 0,0005 1,63 0,019 352 0,0002 0,0002 1,09 0,531 941 0,0037 0,0035 0,93 0,738




Come	 si	 evidenzia	 dalla	 tabella	 2,	 abbiamo	 trovato	 136	 spots	 acetilati;	 la	
maggioranza	(128	macchie)	sono	aumentati	nei	campioni	 trattati	con	palmitato	
(numeri	verdi),	mentre	16	hanno	una	differenza	significativa	 in	 intensità	e	sono	






Figura	 21	 Spots	 acetilati	 differenzialmente	 espressi	 nelle	 cellule	 trattate	 con	 palmitato	
rispetto	al	controllo	
	
Questa	 immagine	 rappresenta	 le	 immagini	 ingrandite	 degli	 spots	 rilevati	 nelle	
cellule	trattate	con	palmitato	e	nel	controllo.	Alcune	proteine	risultate	acetilate	in	


















































226 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L 8.5 64 108 7 5 
282 Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase 6.4 59 43 4 4 
296 Sterol regulatory element-binding protein 1  8.4 120 42 41 7 
342 Alpha-enolase  7 47 627 19 12 
299 Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial  7.7 61 156 9 8 
728 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase  8.4 36 36 4 2 
293 Actin, cytoplasmic 1 5.3 42 54 1 2 
369 ATP synthase subunit alpha, mitochondrial  9.2 60 59 2 1 
730 Superoxide dismutase [Mn], mitochondrial  8.4 25 661 28 8 
292 Nicotinamide phosphoribosyltransferase  6.7 56 79 6 6 
720 Proteasome subunit beta type-2  6.5 23 15 3 1 
275 Succinyl-CoA:3-ketoacid coenzyme A transf 7.1 56 120 14 8 










ossidativa	 necessaria	 nel	 metabolismo	 degli	 amminoacidi	 e	 correlato	 alla	
produzione	 e	 secrezione	 di	 insulina.	 L'acetilazione	 di	 glutammato	 deidrogenasi	
produce	cambiamenti	nelle	proprietà	di	questo	enzima,	tra	cui	una	sua	progressiva	
perdita	 di	 attività.	 (90)	 Pertanto	 il	 nostro	 risultato	 sembra	 confermare	 l'effetto	
negativo	degli	acidi	grassi	nella	secrezione	di	insulina	a	causa	dell’iperacetilazione.	
	
Tra	 le	proteine	mitocondriali	 risultate	acetilate	dopo	 l'esposizione	al	palmitato,	
abbiamo	trovato	anche	 la	superossido	dismutasi,	confermando	 i	nostri	 risultati	
precedenti	sui	mitocondri	dalle	cellule	β	INS	1E	di	ratto.	
L’enzima	superossido	dismutasi	mitocondriale	ha	il	ruolo	di	distruggere	i	radicali	
anionici,	 ma	 l’acetilazione	 inibisce	 significativamente	 la	 sua	 attività,	 con	 un	
conseguente	aumento	di	ROS,	inducendo	in	questo	modo	l’apoptosi	delle	cellule	
β.	 (91)	 Le	 cellule	 β	 del	 pancreas	 sono	 vulnerabili	 allo	 stress	 ossidativo	 ed	 è	
ampiamente	riconosciuto	che	lo	stress	ossidativo	è	un	induttore	di	morte	cellulare	
patologica.	 Inoltre,	 numerose	 prove	 dimostrano	 che	 la	 lipotossicità	 provoca	
evidente	 stress	 ossidativo	 e	 induce	 l’apoptosi.	 Possiamo	 perciò	 suggerire	 che	











per	 la	 sintesi	 del	 colesterolo	 endogeno,	 degli	 acidi	 grassi,	 dei	 trigliceridi	 e	 dei	
fosfolipidi.	
Si	conoscono	tre	isoforme,	SREBP-1a,	SREBP-1c	e	SREBP-2,	che	hanno	ruoli	diversi	
nella	 sintesi	 dei	 lipidi.	 Studi	 in	 vivo	 utilizzando	 topi	 transgenici	 e	 knockout	
suggeriscono	 che	 SREBP-1c	 è	 coinvolta	 nella	 sintesi	 degli	 acidi	 grassi	 e	 nella	
secrezione	 di	 insulina	 indotta	 dal	 glucosio,	 mentre	 SREBP-2	 è	 relativamente	










Un'altra	 proteina	 mitocondriale	 trovata	 acetilata	 dopo	 il	 trattamento	 con	
palmitato	è	una	subunità	dell’ATP	sintasi.	Nel	modello	animale	era	stata	rilevata	
l’iperacetilazione	della	subunità	δ,	mentre	nell’uomo	della	α.	
L’ATP	 è	 necessario	 per	 l’incremento	 della	 concentrazione	 citosolica	 del	 Ca++,	
richiesto	 per	 la	 secrezione	 di	 insulina.	 L’acetilazione	 dell’ATP	 sintasi	 potrebbe,	
almeno	in	parte,	essere	responsabile	della	diminuzione	della	produzione	di	ATP	
dal	 momento	 che	 l’acetilazione	 riduce	 l’attività	 catalitica	 di	 questo	 enzima	
mitocondriale.	(93)	In	effetti	è	stato	spesso	proposto	che	il	palmitato	possa	ridurre	
la	 produzione	 di	 ATP	 interferendo	 quindi	 con	 una	 corretta	 funzionalità	
mitocondriale.	
	
In	 conclusione,	 questi	 dati	 preliminari	 sembrano	 supportare	 l’ipotesi	 che	 un	





esercitare	 la	 sua	 azione	 lipotossica	 incrementando	 l’acetilazione.	 Comunque,	 il	
meccanismo	molecolare	che	regola	l’acetilazione	delle	lisine	deve	essere	chiarito.	
In	 futuro,	 ad	 esempio,	 potremmo	 dimostrare	 che	 gli	 acidi	 grassi	 sono	 la	 fonte	
diretta	delle	unità	acetile	utilizzando	palmitato	marcato	radioattivamente.		
Studi	 successivi	 che	 identifichino	 i	 target	proteici	 acetilati	 potrebbero	 chiarire	 i	
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